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研究成果の概要（和文）：我々はもやもや病の感受性多型としてMysterin (RNF213)遺伝子のp.R4810Kを同定したが、
病態に果たす役割は不明である。本研究では、もやもや病疾患iPS細胞を血管内皮細胞（iPSEC）に分化して解析を行い
、p.R4810Kを有するもやもや病患者由来のiPSECで血管形成能が低下することを明らかにした。さらに、p.R4810Kが有
糸分裂異常を引き起こし、ゲノム不安定性を誘導することを証明した。また、組織特異的Mysterinトランスジェニック
マウスを作成し、Mysterin変異体の血管内皮での発現が低酸素によるangiogenesisを抑制することをin vivoで明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：Moyamoya disease (MMD) is a cerebrovascular disease characterized by occlusive 
lesions in the circle of Willis. The Mysterin (RNF213) R4810K polymorphism increases susceptibility to 
MMD. Mysterin R4810K reduced angiogenic activities of induced pluripotent stem cell-derived vascular 
endothelial cells (iPSECs) from patients with MMD. Overexpression of Mysterin R4810K inhibited angiogenic 
activity of human umbilical vein endothelial cells, while overexpression of Mysterin wild type (WT) did 
not. In addition, Mysterin R4810K was demonstrated to induce mitotic abnormalities and increased risk of 
genomic instability. To confirm the anti-angiogenic effect of Mysterin upregulation in vivo, vascular 
endothelial cell- or smooth muscle cell-specific Mysterin R4757K (R4810K orthologue) or WT transgenic 
mice were exposed to hypoxia. Cerebral angiogenesis by hypoxia was suppressed in endothelial 
cell-specific Mysterin R4757K transgenic mice, while it was not suppressed in other mice.

研究分野：予防医学
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１．研究開始当初の背景 

最近我々は脳血管疾患であるもやもや

病の感受性遺伝子としてMysterin (RNF213)

遺伝子を同定し、東アジアの患者が共有す

る創始者多型 p.R4810K が東アジアのもや

もや病多発の原因であることを報告した。

現在まで Mysterin は E3-ligase 活性と

ATPase 活性を併せ持つ非常にユニークな

タンパク質であることが示され、血管発生

や小胞体関連分解に関与する可能性が示さ

れたが、Mysterin がもやもや病の病態に果

たす役割はいまだ明らかではない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、p.R4810K 多型を有する家族

性もやもや病患者より樹立した疾患 iPS細胞

を血管内皮細胞（iPSEC に分化し、Mysterin

遺伝子および p.R4810K 多型がもやもや病の

分子病態に果たす役割の解明と予防医療の

ターゲット提示を目的とする。 
 
３．研究の方法 
1）もやもや病患者由来の iPSECの解析 

p.R4810K を有さない健常人 2 名、

p.R4810K をヘテロあるいはホモで有する遺

伝子キャリアー1 名およびもやもや病患者 3

名から iPS細胞を樹立し、iPSECに分化した

後、Tube formation assayにより血管形成能を、

マイクロアレイ解析により発現プロファイ

ルを解析した。さらに、ヒト臍静脈内皮細胞

（HUVEC）にMysterin R4810Kを強制発現し、

血管形成能、細胞増殖能および Securin 発現

を検討した。 

 

2）R4810Kの細胞周期に対する影響の検討 

Mysterin R4810Kを強制発現したヒト子宮

頸癌細胞 HeLa 細胞を用い、細胞増殖能およ

び live imagingによる細胞周期M期の評価を

行った。また、MysterinとM期制御に主要な

役 割 を 果 た す MAD2 (Mitotic arrest 

deficiency2) について、免疫染色による M期

の局在および免疫沈降による複合体形成を

解析した。さらにMysterin R4810Kの ex vivo

での影響を評価するために、p.R4810Kを有す

るもやもや病患者由来の線維芽細胞をノコ

ダゾール処理してM期停止を誘導後、MAD2

局在および核型の解析を行った。また患者由

来 iPSECsでのM期の評価を行った。 

 

3）血管内皮および平滑筋特異的 Mysterin 

R4757K Tgマウスにおける低酸素曝露による

脳血管 angiogenesisの評価 

野生型あるいは p.R4757K（ヒト p.R4810K

に相当）を有するマウス Mysterin と CAGプ

ロモーター配列の間に loxP で挟まれた停止

配列が存在するベクターを用いて Tg マウス

を作成した後、組織特異的 Cre発現マウスと

交配を行い、血管内皮あるいは平滑筋特異的

Mysterin Tg マウスを作成した。Mysterin 

R4757K または Mysterin 野生型（WT）を血

管内皮特異的に発現する Tg マウス（①

EC-Mut-Tg および②EC-WT-Tg）、Mysterin 

R4757Kを血管平滑筋特異的に発現するTgマ

ウス（③SMC-Mut-Tg）、Mysterin KO マウス

（④KO）および野生型マウス（⑤WT）の 5

群のマウスを 3 週齢より 2 週間 8%酸素下で

飼育した後、小動物用MRIによる脳血管画像

解析を行った。さらに Glut1 免疫組織化学に

より大脳皮質の脳毛細血管数を計測し、

angiogenesisを評価した。 
 
４．研究成果 
1）もやもや病患者由来の iPSEC における

Securin低下を介した血管形成能低下 

もやもや病患者および遺伝子キャリアー

由来の iPSECでは血管形成能が低下している

ことが示された（図 1）。また、もやもや病患

者および遺伝子キャリアー由来の iPSECでは

健常者と比較して発現プロファイルに顕著

な違いを認め、特に細胞分裂に関与する多数

の遺伝子群の低下を認めた。Mysterin R4810K

を強制発現した HUVECは野生型Mysterin強



制発現に比べ血管形成能が低下した。興味深

いことに血管形成能の低下は siRNA による

Mysterin 抑制では引き起こされず、Mysterin 

R4810K の高発現が細胞機能に影響を与える

ことが示唆された。また HUVEC における

Mysterin R4810K 強制発現は細胞増殖の抑制

をもたらした。我々は iPSECで低下していた

細胞分裂関連遺伝子群のうち、細胞の遊走機

能に関与し血管形成に重要な役割を果たす

Securinに着目した。Mysterin R4810K強制発

現 HUVEC においては Securin が低下してい

ることが明らかになった。また siRNAによる

Securin抑制はHUVECおよび iPSECにおいて

細胞増殖には影響を与えないが、血管形成を

低下させることが示された（文献⑨）。 

 
 
2) R4810Kによる有糸分裂異常およびゲノム

不安定性 

Mysterin R4810K を過剰発現させた HeLa

細胞では、細胞増殖が大きく低下した。また

M期は約 4倍に延長し、mitotic failureの頻度

が上昇していた。こうした形質は siRNAによ

る Mysterin 抑制では認めなかった。Mysterin 

WT 発現細胞では M 期前中期において、

MAD2 が染色体の動原体に存在するという

正常な局在を示したのに対し、Mysterin 

R4810K発現細胞ではMAD2は動原体には存

在せず、Mysterin R4810Kと共局在を示した。

また、免疫沈降法により Mysterin は MAD2

と複合体を形成すること、さらに、Mysterin 

R4810K は WT と比較してより強い複合体形

成を示すことが明らかになり、Mysterin 

R4810K が MAD2 への吸着により正常な局

在を阻害することが示唆された。また、ノコ

タゾール処理した MMD 患者由来線維芽細

胞においては、健常者由来細胞と比較して、

MAD2の異常な局在が示された。さらに染色

体異数性が有意に増加していることが明ら

かになり（図 2）、R4810Kがゲノム不安定性

を導くことが示唆された。また患者由来

iPSECsではM期の延長および mitotic failure

の増加が観察され、MMD 患者血管内皮細胞

における有糸分裂異常が示された（文献⑧）。

 

3) 血管内皮特異的Mysterin R4757K発現によ

る 低 酸 素 下 の 代 償 性 マ ウ ス 脳 血 管

angiogenesisの低下 

MRA イメージングの結果、EC-Mut-Tg、

EC-WT-Tg、SMC-Mut-Tg、KO、WTのいずれ

においても低酸素曝露による脳血管狭窄、も

やもや血管の形成などの異常は認めなかっ

た。低酸素曝露による脳毛細血管数の変化を

評価した結果、EC-Mut-Tg以外のすべてのマ

ウスで低酸素曝露により脳毛細血管が増加

したのに対し、EC-Mut-Tgでは変化がなかっ



た（図 3, 文献①）。 

この結果は、マウスモデルにおいて、in 

vitroでの結果と同様に、Mysterin変異体の血

管内皮発現が低酸素による angiogenesis を抑

制することを示している。 
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